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摘要 :选取 东 祁 连 山 不 同 退 化 程度 的 高 寒 草 地 为 研究 对 象 ,调查 研究 其 植物 种 类 .植被 冀 度 .高 度 .地 上 生物 量 等 植物 指标 以 及 
土壤 好 气 性 自生 固氮 菌 和 嫌 气 性 自生 固氮 菌 数量 ,在 此 基础 上 ,采用 real-time PER 的 凡 法 扩 增 mf# 基因 ,测定 不 同 退 化 程度 草 
地 土壤 中 国 氮 菌 相对 于 土壤 总 细菌 的 量 ,以 探讨 草地 退化 过 程 中 植被 及 土壤 固氮 盏 群 的 变化 规律 ,结果 发 现 : 随 着 退化 程度 的 
加 深 , 草 地 植物 种 类 逐渐 减少 ,并 且 优 势 植物 发 生变 化 , 毒 杂 草 逐 渐 增 多 ,植被 的 高 度 . 盖 度 .地 上 生物 量 都 逐渐 降低 。 对 土壤 固 
氮 菌 的 研究 则 表明 ,土壤 好 气 性 自生 国 氮 菌 和 嫌 气 性 自生 固氮 菌 的 数量 在 不 同 退 化 草地 随 草地 退化 程度 的 加 重 而 减少 ,在 同一 
退化 程度 草地 土壤 则 是 随 士 层 深度 加 深 而 下 降 。 对 土壤 固氮 菌 硕 不 基因 态 增 的 结果 也 表明 随 着 退化 加 剧 ,土壤 固氮 菌 相 对 于 
土壤 总 细菌 的 比例 在 降低 ,进一步 说 明 草地 退化 过 程 中 土壤 固氮 菌 不 仅 是 数量 上 的 下 降 ,更 是 群落 结构 层面 的 变化 。 对 植被 特 
性 和 土壤 固氮 菌 含量 的 相关 分 析 表 明 ,植被 特性 和 土壤 中 国 氮 菌 含量 呈 显 著 相 关 。 研 究 从 土壤 固氮 菌 群 的 角度 研究 了 草地 退 
化 的 过 程 ,说 明了 二 者 具有 协同 性 ,研究 和 治理 草地 退化 必须 重视 土壤 功能 菌 群 尤其 是 固氮 菌 群 的 作用 。 
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Abstract: China lias somie of the most serious grassland degradation in the world, with about 90% of the available grassland 
béin® subject to various degrees of degradation. The grassland shows surface vegetation degradation, and there is a close 
relationship, with soil degradation. Self N-fixing bacteria have an important impact on soil quality. In this study, alpine 
grasslands that had suffered different levels of degradation were selected as study areas in the east Chi-lien mountains. The 
plant species, coverage, average height, and above ground biomass were investigated, and the population of aerobic N- 
fixing bacteria and anaerobic N-fixing bacteria in the soil were measured. The levels of soil N-fixing bacteria relative to total 


soil bacteria were determined by the levels of real-time PCR-amplified nifH gene present in the different degraded 
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grasslands. These methods showed how vegetation and soil N-fixing bacteria changed and how these changes were regulated 
as the degradation process progressed. The results showed that plant species abundance decreased; the dominant species 
varied ; poisonous weed numbers gradually increased; and the height, coverage, and above ground biomass of the vegetation 
all decreased as the degradation process progressed. The lightly degraded grassland had up to 20 species, whereas there 
were only 11 in the severely degraded grassland. At first, there was only one dominant species, Elymus nutans, but this 
gradually evolved into two species, Elymus nutans and Potentilla chinensis, as degradation progressed. The poisonous weeds 
that appeared included Achnatherum inebrians and Stellera chamaejasme. The medially degraded and severely degraded 
grassland ground biomass was lower by 47.2% and 92% , respectively, than that of the lightly degraded grassland land thé 
average height of the severely degraded grassland decreased by 42.3 cm. Vegetation coverage also showed similar trends. The 
population of aerobic self N-fixing bacteria and anaerobic N-fixing bacteria was affected by the degree of degradation and the 
soil depth. The further grassland degradation had progressed and the deeper the soil layer, the lower Weré the number of self 
N-fixing bacteria. The examination of genetically amplified nifH showed that the ratio of soil self N-fxii bacteria to total 
soil bacteria declined. In the surface soil, the proportion of the bacteria made up of self N-fixinglbacteria in the medium 
degraded grassland was lower by 26.9% than that of the lightly degraded grassland. In the Severely degraded grassland, the 
proportion of self N-fixing bacteria was lower by 13.2% than that in the relativelyomedially degraded grassland, and the 
proportions were similar across all soil layers. This showed that the population of soil self Nsfixing reduced, and that there 
was a degradation of community structure. The correlation analysis indicated a significant correlation between the vegetation 
characteristics and the population of soil self N-fixing bacteria. In summary, grassland degradation gradually reduced ground 
vegetation height, coverage, and aboveground biomass, and increaged the niimbers of poisonous weeds. It also reduced the 
numbers of soil self N-fixing bacteria numbers and had negative ‘effectsronh soil microbial community structure. This jndicates 
a correlation between the grassland degradation process and Soil self N-fixing bacteria. These results show that the soil 
functional flora, especially the role of soil self N-fixing bacteria, must be considered when researching and managing 


grassland degradation. 
Key Words: alpine grassland; grasslandedegradation; vegetation characteristics; N-fixing bacteria; nifH gene 


草地 生态 系统 是 陆地 上 最 重要 的 生态 系统 ,具有 防风 固沙、 保 土 .调节 气候 净化 空气 和 涵养 水 源 等 生态 
功能 ,对 于 地 球 生物 圈 的 稳定 与 平衡 和 人 类 社会 可 持续 发 展 具有 重要 意义 。 我 国 是 世界 第 二 大 草原 国家 , 草 
地 资源 在 国土 资源 中 占据 相当 重要 的 地 位 ,具有 极其 重要 的 生态 价值 .经 济 价值 和 社会 价值 …。 但 是 ,近年 
来 , 随 着 居民 生活 水 平 的 提高 以 及 对 肉 奶 等 畜产 品 和 草原 旅游 文化 需求 的 不 断 提升 ,人 类 对 草地 资源 进行 过 
度 开 发 和 利用 ,草地 生态 系统 的 平衡 遭遇 严重 破坏 。 目 前 ,我国 已 成 为 世界 上 草原 退化 最 严重 的 国家 ,90% 的 
可 利用 草原 都 出 现 半 不 同 程度 的 退化 于。 草地 退化 的 同时 也 引发 了 一 系列 严重 问题 ,包括 地 上 植物 群落 物 
种 组 成 和 比例 发 生变 化 ,牧草 品质 和 产量 下 降 , 草 畜 了 矛盾 突出 ,草地 碳 储量 降低 ,温室 气体 排放 增加 ,物种 多 样 
性 失衡 和 减少 ,灾害 天 气 频 发 等 ,草地 退化 已 经 成 为 影响 我 国 草 地 生态 .经 济 稳步 发 展 的 限制 因子 。 

近 些 年 , 随 着 研究 和 实践 的 深入 , 越 来 越 多 的 研究 者 和 管理 者 认识 到 草地 退化 不 仅 是 地 表 植 被 的 退化 ,更 
与 土壤 退化 具有 密切 联系 。 植 被 退化 是 草原 土壤 退化 的 直接 原因 ,而 土壤 退化 也 必然 引起 植被 退化 ,二 者 互 
为 因果 。 候 扶 江 , 南 志 标 等 ”认为 草地 退化 过 程 不 但 是 植被 和 土壤 层面 的 退化 ,更 是 这 两 个 系统 耦合 关系 的 
丧失 和 系统 相悖 所 导致 的 。 笔 者 课题 组 在 研究 高 寒 草 地 退化 机 理 时 发 现 ,伴随 着 草地 植被 退化 ,草地 土壤 的 
微生物 群落 结构 等 都 发 生 了 显著 的 变化 “| 。 

事实 上 ,在 草原 生态 系统 中 ,土壤 微生物 的 活性 直接 影响 着 土壤 肥力 ,进而 控制 着 土壤 健康 状况 和 草地 植 
物 生长 发 育 。 同 时 ,土壤 微生物 受 土 壤 环 境 和 生物 多 样 性 的 影响 ,并 随 草 地 健康 状况 变化 而 改变 ,揭示 和 指示 
草地 生态 系统 现状 和 发 展 趋势 。 固 氮 菌 是 土壤 中 一 类 重要 的 功能 微生物 ,在 土壤 氮 素 循环 中 发 挥 着 无 可 替代 
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的 作用 ,对 于 土壤 系统 乃至 整个 生态 系统 的 健康 有 序 发 展 具有 极其 重要 的 意义 “”。 因 此 ,土壤 固氮 菌 是 衡 
量 土 培 质 量 的 重要 指标 ,但 目前 有 关 草 地 退化 对 土壤 固氮 阔 群 落 影 响 的 研究 还 未 见报 道 。 本 人 研究 选取 不 同 退 
化 程度 的 高 寒 草 地 为 研究 对 象 ,探讨 土壤 固氮 菌 群 特 性 与 草地 植被 特性 之 间 的 关系 ,以 期 从 功能 微生物 的 角 
度 分 析 草 地 退化 机 理 , 为 高 寒 草 地 生态 系统 的 保育 及 恢复 工程 提供 理论 依据 和 科技 支撑 。 


1 材料 与 方法 


1.1 研究 区 自然 概况 

研究 区 位 于 甘肃 省 武威 市 天 祝 藏族 自治 县 抓 喜 秀 龙 沟 甘肃 农业 大 学 高 山 草 原 试验 站 (坐标 为 37811 "这 
37?13N' ,102?29' 一 102*33 和 中 ) ,海拔 为 2960 一 2990 m ,气候 寒冷 潮湿 ,年 均 温 -0.1% ,>0% 年 积温 1380Y ;水 热 
同期 ,年 平均 降水 量 416 mm, 多 为 地 形 雨 ,集中 于 7 一 9 月 ,年 蒸发 量 1592 mm。 年 日 照 时 数 2600 h; 无 绝对 无 
霜 期 , 仅 分 冷 热 2 季 。 植 被 以 早熟 禾 ( Poa) 、 需 草 (Kobresia bellardii) 、 蔡 草 ( Carex) 、 针 茅 《 StipeJcapillata) 、 金 
露 梅 ( Potentilla fruticosa) \ 珠 芽 蓝 ( Polygonum viviparum) 、 糠 豆 ( Oxytropis ) 、 委 陵 菜 ( Potentilla chinensis) 、 甘 肃 马 
先 蒿 (Pedicularis kansuensis ) 等 为 主 。 土 壤 以 亚 高 山 黑 钙 土 、 亚 高 山 草 甸 土 为 主 , 有 机 质 售 量 10% 一 16% ,水 分 
含量 40% 一 80% ,全 磷 含 量 0.056% -一 0.071% ,全 氮 含 量 0.5% 一 0.8% ,pH 为 ww.03 -8.2 。 
1.2 样 地 植物 特性 调查 

以 《天 然 草 地 退化 ,沙化 \ 盐 溃 化 的 分 级 标准 》(GB19377 一 2003 ja? 为 依据 ,在 综合 考虑 植被 .土壤 等 各 因 
子 的 基础 上 ,将 研究 区 内 草地 划分 为 重度 退化 .中 度 退 化 、 轻 度 退 化 3 个 退化 等 级 ( 表 1) ,在 每 种 退化 程度 草 
地 上 随机 选取 3 个 的 样 方 ,调查 并 准确 记录 每 个 样 方 内 的 植物 种 类 、 羡 度 、 高 度 等 指标 。 植 被 盖 度 采用 针 刺 法 
测量 ,高 度 采用 样 方 内 群落 自然 高 度 的 平均 值 ”。 


表 1 样 地 概况 

Table 1 General condition of sample plot 
编号 样 地 名 称 地 点 村 点 
NO. Name of sample plot Location Characteristics 
SDG 重度 退化 草地 天 祝 具 抓 喜 秀 龙 乡 放牧 压力 大 ,践踏 严重 ,植被 哺 食 严重 ,植被 低 矮 
MDG 中 度 退 化 草地 甘肃 农业 大 学 高 山 草原 站 有 围栏 保护 ,但 放牧 强度 较 大 ,植被 生长 较 弱 
LDG 轻 度 退化 草地 国 罕 级 草原 固定 检测 站 有 围栏 保护 (5 年 ) ,植被 生长 良好 

SDG: 重度 退化 草地 severe degraded gtassland; MDG: 中 度 退 化 草地 moderate degraded grassland; LDG: 轻 度 退 化 草地 light degraded grassland 


1.3 样品 采集 

采样 时 间 为 2015 年 9 生 , 划 制 1.2 所 述 样 方 内 植物 的 地 上 部 分 ,除去 杂质 后 封装 。 然 后 分 0 一 10 .10 一 20 
cm 和 20 一 30 cm 3 个 深度 分 别 采集 样 方 内 土壤 样品 , 装 入 无 菌 容 需 密封 后 低温 运输 至 实验 室 进 行 测定 。 
1.4 土壤 固氮 菌 的 测定 
1.4.1 好 气 必 自生 固 氧 菌 的 测定 

采用 改良 阿 须 贝 ( Ashby ) 无 氮 培 养 基 , 平 板 涂 布 法 测定 好 气 性 自生 固氮 菌 "”。 阿 须 贝 无 氮 培 养 基 配 方 
为 : 葡 稀 糖 L0 g 、K,HP0O, 0.2 g、MgSO,. 7H,0 0.2 g、K,S0, 0.2 g、NaCl 0.2 g、.CaC0; 5 g、 琼 脂 18 g、 莱 饮水 
1000 mL 
1.4.2 嫌 气 性 自生 固氮 菌 的 测定 

采用 玉米 面 培养 基 ,平板 涂 布 法 测定 嫌 气 性 自生 固氮 菌 :” 。 培 养 基 配 方 为 :玉米 面 5 g.CaC0; 0.5 g、 自 
来 水 1000 mL。 
1.5 土壤 固氮 菌 nif#8 基因 的 测定 

采用 real-time PCR 方法 测定 土壤 中 固氮 菌 的 含量 相对 于 土壤 总 细菌 的 量 , 以 百分比 表示 '""。 
1.5.1 基因 组 DNA 的 提取 及 检测 

土壤 总 DNA 的 提取 采用 OMEGA Soil DNA isolation kit( OMEGA, USA) ,步骤 参照 说 明 书 。Total DNA 质 
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量 及 浓度 检测 使 用 紫外 分 光 光 度 计 ( Beckman DU 640,USA ) 法 测定 。 
1.5.2 ”Real-time PCR 引物 

土壤 总 细菌 16S rRNA 基因 片段 扩 增 采用 的 引物 是 341F (5'- CCTACGGGAGGCAGCAG-3') 和 518R (5 
ATTACCGCGGCTGCTGG-3') 1 中 。 固氮 菌 nif# 基因 扩 增 所 采用 的 引物 是 的 Pol F (5’-TGCGAYCCSAARGCB 
GACTC -3') 和 Pol R(5'-ATSGCCATCATYTCRCCGGA-3)531。 引 物 由 上 海派 森 诺 生 物 科 技 有 限 公 司 合成 。 
1.$S.3 ”Real-time PCR 程序 

用 SYBR Premix Ex TaqTM(TaKaRa Shuzo ,0Osaka ,Japan) 建立 反应 体系 ,具体 为 :DNA 模板 2 kL 、 仁 游 和 
下 游 引 物 各 0.5 phL、SYBR Green I 区 光 染 料 预 混 试 剂 10 pL、ddH,0 12 pL。 

扩 增 条 件 为 :95% 预 变性 30 sec,95 MC 变性 5 sec,60% 退火 和 延伸 20 sec 并 采集 荧光 信号 ,45 次 循环 。 
1.5.4 Real-time PCR 数据 分 析 

根据 以 下 公式 计算 土壤 中 固氮 菌 的 含量 相对 于 土壤 总 细菌 的 量 : 

目标 菌 ( % 总 菌 16S rDNA )= 2 wee empeeenioX 100,Ct target 为 目标 菌 吉 物 所 测 Cty 信 Ct total bacteria 
为 以 总 细菌 为 引物 所 得 的 Ct 值 '"。 
1.6 数据 分 析 

采用 Excel 2007 整理 数据 ,DPS v 7.65 软件 进行 统计 分 析 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 不 同 退化 草地 植被 特征 
2.1.1 植物 种 类 

如 表 2 所 示 , 草 地 退化 程度 对 植物 种 类 有 强烈 的 影 啊 ) 退 修 程 度 越 严重 ,植物 种 数 越 少 , 轻 度 退 化 草地 有 
高 达 20 种 植物 ,而 重度 退化 草地 仅 有 11 种 。 另 外 ,由 表 偿 可 以 发 现 , 随 着 退化 程度 的 加 剧 ,草地 上 出 现 了 酬 
马 草 . 狼 毒 等 毒 杂 草 ,这 些 毒 杂 草 的 出 现 也 是 草地 质量 挛 差 .生产力 下 降 的 标志 。 就 优势 种 来 看 ,无论 哪 种 退 
化 程度 , 披 碱 草 都 是 主要 优势 种 之 一 。 而 随 着 退化 程度 加 深 ,可 以 发 现 , 委 陵 菜 逐渐 成 为 了 优势 种 。 

表 2 草地 植物 种 类 
Table 2 ”Species of vegetation 


样 地 编号 植物 种 数 植物 种 类 优势 种 


No. Number of species Species Dominant species 


披 碱 草 Elymus nutans, 委 陵 菜 Potentilla chinensis 扁 荐 豆 Melissilus ruthenicus 环 
豆 Qxytropis spp., 狼 毒 Stellera chamaeasme , 蒲公英 Taraxacum mongolicum, 昔 痊 ” 披 碱 草 Elymus nutans, 委 
菜 Herba Turaxaci ,马兰 Jris lactea var. chinensis, 奥 蒿 Artemisia hedinii, 桩 马 草 ” 陵 菜 Potentilla chinensis 


Achnatherum inebrians 车 前 Plantago asiatica 


SDG 11 


披 碱 草 Flymus nutans, 委 陵 菜 Potentilla chinensis 扁 荐 豆 Melissilus ruthenicus ; 早 

就 禾 Poa annua > 珠 芽 覃 Polygonum viviparum,, 划 豆 Oxytropis spp.， 狼 毒 Stellera 

chamaejasme, 需 草 Kobresia bellardii, 小 大 黄 Rheum pumilum,, 清 公 英 Taraxacum 披 碱 草 Flymus nutans, 委 
mongolicum,, 苦 苦 菜 Herba Taraxaci 了 毛 葛 Ranunculus Japonicus, 马 苦 Jris lactea var.” 陵 菜 Potentilla chinensis 
chinensis, 奥 蘑 Artemisia hedinii, 醇 马 草 Achnatherum inebrians, 野草 等 Fragaria 

vesca ， 车 前 Plantago asiatica 


MDG I 


披 碱 草 Flymus nutans, 遍 荐 豆 Melissilus ruthenicus 早熟 禾 Poa annua >» 珠 芽 覃 

Polygonum viviparum, 委 陵 菜 Potentilla chinensis, 环 豆 Oxytropis spp., 火绒 草 

Leontopodium leontopodioides, 壤 草 Kobresia bellardii 时 韭菜 Allium Japonicurn,, 麻 ” 披 碱 草 Elymus nutans, 扁 
LDG 20 花 萝 Gentiana straminea 小 大 黄 Rheum pumilum,, 扫 明 草 Kochia scoparia ， 蒲公英 ”和 荐 豆 Melissilus ruthenicus， 

Taraxacum mongolicum,, 苦 昔 某 Herba Taraxaci , 毛 葛 Ranznculaus Japonicus, 马 获 ”早熟 禾 Poa annua 

Iris lactea var. chinensis, 奥 蒿 Artemisia hedinii 野草 葡 Fragaria vesca, 苦 草 Carex 


spp. , 针 茅 Stipa capillata 


2.1.2 植物 群落 高 度 和 盖 度 
植物 群落 是 特定 环境 下 各 植物 种 群 在 长 期 的 演 替 过 程 中 通过 复杂 的 种 间 关 系 而 形成 的 具有 特定 结构 的 
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集合 体 ,是 反应 环境 条 件 的 重要 指标 。 如 表 3, 随 着 退化 的 加 深 , 植 物 的 高 度 逐 渐 降 低 , 在 重度 退化 的 草地 上 ， 
平均 高 度 仅 有 1.8 cm ,植物 贴 伏地 面 生长 ,而 轻 度 退化 的 草地 则 高 达 44.1 cm, 差 异 十 分 明显 。 植 被 的 盖 度 也 
呈现 相似 规律 ,但 随 退 化 的 加 剧 下 降幅 度 较 低 。 研 究 结果 反应 草地 退化 对 植物 群落 从 垂直 结构 和 水 平 结构 两 
个 层面 都 有 明显 的 影响 ,垂直 结构 层面 的 影响 更 为 剧烈 。 


表 3 不 同 退化 草地 植被 特征 


Table 3 ”Vegetation characteristic of varied degraded grasslands 


平均 高 度 平均 盖 度 平均 地 上 生物 量 
样 地 编号 No. 。 2 
Average height /cm Average coverage/ % Average aboveground biomass Y(&/m’ ) 
SDG 1.8a 71a 15.15a 
MDG 23.5b 85b 95.81b 
LDG 44.1c 97c 18132c 


同 列 不 同 字 母 表 示 差 异 显著 (P < 0.05) 


2.1.3 草地 地 上 生物 量 
地 上 生物 量 是 反应 草地 农业 生态 系统 生产 力 的 最 重要 、 最 直观 的 指标 。 媳 表 3 ,与 群落 高 度 和 盖 度 两 个 

§ 标 相似 , 随 退 化 的 加 剧 , 草 地 的 地 上 生物 量 急剧 下 降 , 草 地 地 上 生物 量 与 群 洲 高 度 及 羡 度 变化 一 致 , 随 退 化 

程度 的 加 深 而 数量 递减 。 与 轻 度 退 化 草地 相 比 ,中 度 退 化 的 草地 地 RE 生物 量 下 除 拉 47.2% ,而 重度 退化 草地 

则 高 达 92% 。 

2.2 不 同 退化 草地 土壤 固氮 菌 组 成 

2.2.1 好 气 固氮 菌 


‘ss Yor Aa 

如 图 1 所 示 , 在 同 退化 程度 草地 ,不 同 土 层 中 好 气 》 9? [ a 
性 自生 固氮 菌 的 数量 不 同 , 土 层 越 深 ,好 气 固氮 菌 的 数 S 尖 3 7[ 由 Aa LDG 
量 越 少 ,如 轻 度 退 化 草地 ,0 一 10 cm 土 层 好 气 固氮 苦 的 和 是 虽 5 上 
数量 达 9.25x104 cfu/g, 而 10 一 20 cm 土 层 的 土 桔 岗 减 ”下 中 4[ ce Bb 本 
少 为 5.84x10” cfu/g,20 一 30cm 土 层 则 更 你 仅 为 3.21x 4 | 四 ccf Ce 
10 cfu/g, 其 他 各 退化 程度 草地 土壤 也 旺 潭 们 规律 好 “0 和 有 
气 性 自生 固氮 菌 的 生长 需要 氧气 ,而 土 层 越 深 , 土壤 中 st 
的 含 氧 量 越 低 ,因而 好 气 性 生生 邱 赞 菌 的 生长 受到 抑 
制 。 就 同一 土 层 不 同 巡 化 程度 来 看 ,退化 程度 越 重 , 圭 图 1 不 同 退 化 草地 好 气 自 生 固氮 菌 数量 变化 动态 


壤 中 好 和 气 性 自 生 固氮 菌 的 数 旺 就 越 低 。 以 0 一 10cm 十 Fig.1 Sn degraded SR aerobic nitrogen-fixing 
的 数量 达 925X1Q@ ”cfh/g, 而 中 度 退 化 草地 的 土壤 则 减 。 .pow 久别 代表 “重度 退化 草地 ” “中 度 退 化 草地 ” 和“ 轻 度 退 
少 为 6.26x10 efu/g) 节 度 退 化 草地 土壤 中 则 更 少 , 仅 为 。 化 草地 ” 
2.75x10 和 cfuXg4 其 他 各 土 层 也 呈 相 似 规 律 。 
2.2.2 嫌 气 固氮 菌 

如 图 2 所 示 ,同一 退化 程度 草地 ,不 同 土 层 土壤 中 嫌 气 性 固氮 菌 的 数量 不 同 , 基 本 都 呈现 土 层 越 深 ,数量 
越 少 的 规律 ,但 随 土 层 加 深 而 减少 的 幅度 比 好 气 性 自生 固氮 菌 低 ,以 轻 度 退 化 草地 为 例 ,0 一 10 cm 土 层 土壤 
中 为 3.59x10“ cfu/g,20 一 30 cm 土 层 为 3.22x10” cfu/g, 而 20 一 30 em 土 层 则 减少 为 2.66x10" cfu/g, 其 他 各 退 
化 程度 草地 都 呈 这 一 趋势 。 而 不 同 退化 程度 草地 同一 土 层 中 的 嫌 气 性 固氮 菌 数 量 不 同 ,以 0 一 10 cm 土 层 为 
例 , 轻 度 退 化 草地 土壤 中 嫌 气 性 自生 固氮 菌 数 量 为 3.39x104 cfuyg ,中 度 退化 草地 为 1.41x104 cfu/g, 而 重度 退 
化 草地 仅 为 0.56x10” cfu/g。 由 此 可 见 , 随 着 退化 的 发 生 , 植 被 的 退化 和 好 气 性 固氮 菌 ` 嫌 气 性 固氮 菌 数量 的 
减少 是 一 个 统一 的 过 程 。 
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2.3 草地 退化 对 土壤 固氮 贡 nif# 的 影响 

从 基因 的 层面 研究 草地 退化 过 程 中 固氮 菌 的 变化 ,得 到 的 结果 与 纯 培 养 法 得 到 的 结果 类 似 , 都 是 随 着 退 
化 程度 的 增 大 而 减少 ,固氮 菌 是 土壤 中 的 重要 功能 菌 ,对 于 土壤 中 的 氮 素 循环 具有 重要 作用 ,图 3 的 结果 显示 
了 草地 退化 过 程 中 土壤 中 国 氮 菌 相对 于 土壤 总 细菌 的 比例 在 降低 ,如 0 一 10 cm 的 土壤 中 ,中 度 退 化 草地 固氮 
菌 的 比例 相对 于 轻 度 退化 草地 固氮 菌 的 比例 下 降 了 26.9% ,而 重度 退化 草地 又 较 中 度 退 化 草地 下 降 了 13.2%， 
因此 ,土壤 中 国 氮 阔 的 含量 受 草地 退化 程度 的 影响 十 分 显著 。 男 外 ,还 可 以 发 现 ,土壤 中 国 氮 菌 的 分 布 是 随 土 
层 深度 的 加 深 而 减少 的 ,各 退化 程度 草地 都 旦 同样 规律 ,好气 性 自生 国 氮 菌 和 嫌 气 性 自生 固 气 苦 的 纯 培 养 实 
验 结 果 也 支持 这 一 结论 。 


So 
1 


村 曙 
问 Aa 四 SDG- Ee 
吕 3.5 上 Aa MDG 汉人 
oO a < 
a 30| a LDG 3 2 Aa es 
汝 .3 全 Aa 名 总 25 MDG 
嫩 四 汪 2.5 上 区 全 Aa LDG 
画 出 | Ro 中 We Bb 
六 多 20| 最 呈 写 2.0 Ge Bb Ab Aa 
Ex 1.5 上 Bb Bb 三 愉 时 15 二 
1 了 Bb 酒 咏 用 
5 | Ce 和 引 下 时 40 
9 05 Cc Cc 让 5 05 
5 局 [= - + 
EE | mi 轨 s ， 
x 
0 一 10 20 一 30 站 0—10 10—20 20—30 
土 层 深 ES 土 层 深度 
i 
Soil depth/cm Soil depth/cm 


2 不 同 退化 草地 嫌 气 性 自生 固氮 菌 数量 变化 动态 
Fig. 2 


3 不 同 退化 草地 土壤 固氮 菌 WE 的 变化 动态 


Different degraded grassland aerobic nitrogen-fixing Fig.3 different degraded grassland soil azotobacter nifH changes 


bacteria quantity change dynamically dynamically 


2.4 草地 退化 过 程 植被 与 土壤 固氮 瑚 相关 性 分 析 ， 

如 表 4 所 示 ,植被 各 特性 之 间 存 在 显著 的 相关 性 ,如 盖 度 和 高 度 , 以 及 盖 度 .高度 和 地 上 生物 量 之 间 均 为 
极 显著 正 相 关 关 系 , 说 明 章 地 退化 过 程 并 不 是 系 一 个 层面 上 的 退化 ,是 多 层面 ,全 面 的 过 程 。 而 固氮 阔 群 各 指 
标 之 间 也 存在 显著 的 相关 性 ,这 也 证 明 洒 运用 nif#H 基因 让 度 为 研究 土壤 固氮 菌 群 结构 是 准确 合理 的 。 男 外 ， 
植被 特性 与 固氮 菌 特性 之 间 也 上 其 有 相关 性 。 说 明了 在 草地 生态 系统 中 ,植物 和 土壤 中 的 功能 微生物 是 息 息 相 
关 的 ,也 说 明 土 壤 固氮 菌 耻 以 作为 草地 退化 的 监控 和 评价 指标 。 


表 4 草地 退化 过 程 植被 与 土壤 固氮 菌 相关 性 分 析 


Table 4，The deterioration process of vegetation and soil azotobacter correlation analysis 


好 气 性 固氮 菌 ” 嫌 气 性 固氮 菌 
5 吕 量 Se 地 上 生物 量 
相关 性 系数 物种 数量 高 度 盖 度 也 上 生物 县 Aerobic Anaerobic 
. Number Aboveground . nmfH 
Correlation, coefficient . Height Coverage . nitrogen- nitrogen- 
of species biomass a ee . 
fixing bacteria fixing bacteria 
物种 数量 和 Numbeiiof species 1 0.98” 0.99” 0.98” 0.96™ 0.9 0.89 
高 度 了 Eight 1 1.00** 1.00** 1.00** 0.96* 0.95” 
善 度 Coverage 1 1.00™* 0.99™* 0.96” 0.95 
地 上 生物 量 
1 
Aboveground biomass 1:00 Qo 9 
好 气 性 固 氨 菌 
] 98* 98* 
Aerobic nitrogen-fixing bacteria 2 028 
嫌 气 性 固氮 茵 
a a 1 1.00 
Anaerobic nitrogen-fixing bacteria 
nfH 1 


* P<0.05, ** P<0.01 
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3.1 土壤 自生 固氮 菌 和 nif# 基因 

本 研究 发 现 土 壤 自 生 固 氮 菌 和 nif8 基因 的 变化 规律 能 很 好 的 吻合 ,目前 发 现 的 土壤 固氮 菌 不 仅 有 自生 
固氮 菌 ,还 有 共生 固氮 菌 和 联合 固氮 菌 ,分 属于 59 个 属 ,但 它们 都 是 原核 生物 :的 。 所 有 的 固氮 菌 都 含有 固氮 
酶 ,该 酶 由 nifD 和 nifK 基因 编码 的 钼 铁 蛋 白 和 由 nif# 基因 编码 的 铁 蛋 白 构成 的 5 , 即 所 有 的 固氮 菌 都 含有 
nifH 基因 , 另 一 方面 ,nif#8 基因 也 是 长 期 进化 过 程 中 最 古老 的 功能 基因 ,其 只 存在 于 固氮 微生物 中 ,系统 进 
化 关系 与 16S rDNA 相 一 致 。 因 此 ,nif# 基因 是 研究 固氮 菌 群落 结构 最 好 的 标记 基因 ,前 人 在 此 方面 进行 了 大 
量 的 研究 ,众多 的 研究 资料 显示 ,在 不 同 自然 环境 中 的 nif8 基因 呈现 出 差异 性 和 多 样 性 ,固氮 菌 的 群落 结构 
也 表现 出 明显 的 差异 '"| ,本 研究 验证 了 nifH 基因 在 研究 高 寒 草地 和 草地 退化 方面 具有 优势 3 是 草地 退化 的 监 
控 和 研究 工作 中 的 有 力 工具 。 
3.2 土壤 固氮 菌 与 草地 退化 

土壤 固氮 菌 是 一 种 具有 特殊 功能 的 菌 群 ,可 以 将 空气 中 的 N, 在 固氮 酶 的 作用 书 还 原 为 植物 可 以 吸收 和 
利用 的 离子 态 氮 ,研究 这 类 具有 特殊 功能 的 菌 群 有 助 于 揭示 功能 微生物 在 草地 植被 演 替 中 的 作用 ,如 氮 循 环 
等 。 本 研究 发 现 , 在 草地 退化 过 程 中 ,土壤 好 气 性 自生 固氮 菌 、 嫌 气 性 自生 固氮 菌 的 数量 都 随 退 化 程度 的 加 深 
而 下 降 , 固 氮 菌 nifH 丰 度 也 在 显著 下 降 。 这 表明 草地 退化 对 土壤 固 挤 菌 存 在 严重 的 抑制 作用 , 且 退 化 程度 越 
高 ,抑制 作用 越 大 。 谭 红 妍 '* 文 都 日 乐 '2 等 研究 了 放牧 对 草地 微 吾 物 前 影响 ,结果 都 显示 随 放 牧 压力 的 增 
大 ,土壤 回 氮 菌 群 数量 在 减少 ,这 与 本 文 的 结论 吻合 。 生 物 固 氮 的 固氮 量 每 年 可 达 200 一 300 kg/hm202 ,对 于 
没有 额外 人 工 氮 素 施 人 的 天 然 草地 来 说 ,意义 极为 重大 ,可 以 说 ,生物 固氮 是 草地 农业 可 持续 发 展 的 基础 。 而 
退化 却 严重 抑制 了 固氮 菌 的 生长 ,直接 危害 是 导致 固氮 量 的 下 降 , 固 氮 量 下 降 的 直接 结果 是 流入 系统 的 氮 素 
减少 ,植物 生长 进一步 受到 抑制 ,退化 加 重 。 草 地 的 发 展 陷 入 恶性 循环 。 因 此 ,本 研究 提示 我 们 ,固氮 菌 不 仅 
可 以 作为 草地 退化 程度 的 指标 ,而 且 人 研究 和 治理 蕴 地 退化 也 必须 重视 土壤 功能 菌 群 尤其 是 固氮 菌 群 的 作用 。 
3.3 ”草地 退化 过 程 中 植被 演 蔡 与 土壤 微 坐 物 

本 人 研究 对 植被 和 土壤 固氮 菌 群 相关 性 分 析 的 结果 表明 :草地 植被 的 演 蔡 与 土壤 微生物 菌 群 的 变化 具有 显 
著 相 关 的 关系 。 草 地 退化 最 直观 的 表现 就 是 天 然 植 被 的 演 替 ,而 地 表 植 物 群 落 与 土壤 微生物 群落 多 样 性 的 关 
系 是 生态 学 研究 中 重要 的 方面 “有 研究 表明 ,肥沃 程度 较 低 的 草原 土壤 微生物 生物 量 高 于 肥沃 程度 较 高 
的 草原 土壤 ,这 一 变化 的 实现 是 通过 调控 土壤 中 氮 (N) 元 素 的 含量 来 完成 的 ”1 ,在 此 过 程 中 起 直接 作用 的 
便 是 土壤 固氮 菌 群 。 与 此 相应 ,土壤 的 微生物 群落 结构 也 同时 发 生 了 变化 ,肥沃 程度 较 高 的 草原 土壤 中 细菌 
含量 高 于 肥沃 程度 低 的 土壤 ,而 真菌 含量 低 于 肥沃 程度 低 的 土壤 'H。 这 些 结果 表 明了 土壤 微生物 的 结构 和 
群落 数量 与 草原 土壤 基质 的 性 质 相关 。Grayston 等 所 利用 群落 DNA 技术 、PLFA 技术 和 CLPP 技术 相 结合 的 
方法 细致 的 分 析 探 讨 了 温带 草原 生态 系统 土壤 微生物 群落 的 功能 和 结构 ,得 到 了 相似 的 结论 。 但 也 有 相反 的 
例 于 ,如 .Chabrerie.'*1 人 研究 了 法 国 西北 部 人 工 草原 的 土壤 微生物 和 植物 群落 的 关系 ,结果 显示 了 微生物 群落 
的 变化 并 不 依赖 于 植物 群落 的 演 替 ,微生物 群落 的 趋 异 程度 与 土壤 湿度 、 糖 及 可 溶性 碳 的 含量 正 相 关 , 而 与 木 
质 素 的 会 量 负 相关 ,综合 而 言 植 被 和 环境 因子 表现 出 了 复杂 的 相互 关系 。Kowalchuk 等 "等 的 报道 中 也 得 到 
了 相似 的 结论 。 因 此 ,土壤 微生物 与 草原 植物 群落 的 关系 并 不 是 简单 的 对 应 关系 ,而 是 一 个 非常 复杂 的 关系 。 
本 研究 结果 初步 显示 了 固氮 菌 群 与 植物 群落 的 重要 性 ,但 其 互 作 的 机 理 , 还 需要 进一步 的 研究 。 


4 结论 

草地 退化 过 程 中 , 随 着 退化 程度 的 加 深 , 草 地 植物 种 类 逐渐 减少 ,并 且 优 势 植物 发 生变 化 , 毒 杂 草 逐 渐 增 
多 ,植被 的 高 度 、 盖 度 ` 地 上 生物 量 都 逐渐 降低 。 对 土壤 固氮 菌 的 研究 则 表明 ,土壤 好 气 性 固氮 菌 和 嫌 气 性 国 
氮 菌 的 含量 受到 退化 程度 和 土 层 深度 的 影响 ,退化 程度 越 深 ,固氮 菌 含量 越 低 , 土 层 越 深 ,固氮 阔 合 量 越 低 。 
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对 土壤 固氮 菌 mif# 基因 扩 增 的 结果 也 表明 随 着 退化 加 剧 ,土壤 固氮 菌 相 对 于 土壤 总 细菌 的 比例 在 降低 , 进 一 
步 说 明 草 地 退化 过 程 中 土壤 固氮 菌 不 仅 是 数量 上 的 下 降 , 更 是 群落 结构 层面 的 变化 。 对 植被 特性 和 土壤 固氮 
Da 分 析 表 明 ,植被 特性 和 固氮 苗 含 量 呈 显著 相关 。 因 此 ,研究 和 治理 草地 退化 就 必须 重视 土壤 
功能 阔 群 尤其 是 固氮 阔 群 的 作用 。 
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